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器官培養法:マウス胎仔顎下腺の器官培養は Clifford Grobstein の方法に準じて行った。 ICR 系妊娠マウスから胎
生13 日目の胎仔を取り出し、実体顕微鏡下にて顎下腺組織を摘出した。 100μg/ml のアスコルビン酸を添加した無







120分の条件下で電気泳動後、ゲルを incubation buffer に浸し、 370C 、 48時間反応させた後、クマシーブルーにて
染色を行った。
RT-PCR 法:各胎齢のマウス顎下腺組織から QIAGENRNeasy mini kit を用いて全 RNA を回収した。全 RNA を
鋳型として相補鎖 DNA を作製し、 MMP-2、膜貫通型マトリックスメタロプロテアーゼ CMT-MMP) 、 u-PA、ウ
ロキナーゼ型プラスミノーゲンアクチベーターレセプター (u-PAR)、上皮成長因子レセプター (EGF-R)、血小板
-533-
由来増殖因子 α レセプター (PDGF-Rα) のプライマーを用いて PCR を行った。
BrdU Proliferation Assay : 5'-プロモー2' ーデオキシウリジン (BrdU) を添加した培地で 1 時間培養後、組織を10%




の 10倍以上に増加した。一方10% ウシ胎仔血清を含む HAM F-12培地では72時間の培養にて形成された上皮細胞塊
数は無血清培地での培養時とほとんど差はなかったが、血清添加培地では96時間以降も分枝を認め、 168時間まで培
養可能であった。両培地における器官培養法での組織学的所見では大きな差異はなかった。経時的に発達・形成され
た腺組織は m VIVO における充実性の細胞塊の増殖と分枝を認める pseudoglandular stage から複雑に分枝し細胞塊
の中心部に内腔形成を認める canalicular stage に相当していた。
② マウス胎仔顎下腺器官形成における種々の細胞外器質分解酵素の関与を RT-PCR 法にて検索を行った結果、胎
齢13 日から生後 7 日齢の全ての顎下腺組織中に MMP-2、 MT-MMP、 u-PA、 u-PAR の mRNA の発現を認めた。
増殖培養液に添加した種々の細胞外基質分解酵素阻害剤の中で u-PA を阻害するアミロライドと MMP-2を阻害する
1-10フェナントロリン添加群では上皮細胞塊の形成は完全に抑制された。さらにザイモグラフィーの結果から u-PA
は器官培養72時間まで組織中に認められ、また培養24時間の組織中に活性型 MMP-2を認めた。
③ RT-PCR 法にて EGF-R の mRNA の発現を m VIVO における顎下腺組織中で検索を行ったところ、すべての胎
齢において発現していた。顎下腺器官培養系に EGF を 100ng/ml の濃度で添加し72時間培養後、分枝した上皮細胞
塊数は対照群と比べて約1.5倍に増加していた。さらに BrdU の取り込みを指標とした細胞増殖能を検索すると、
EGF 添加群では未添加群と比べて腺房部組織の BrdU 陽性細胞率は1.6倍に上昇していた。またカゼインを基質とし
たザイモグラフィーにて検索を行うと u-PA の活性は増強していた。
④ RT-PCR 法にて PDGF-Rα の mRNA の発現を m VIVO における顎下腺組織中で検索を行ったところ、すべての
胎齢において発現が見られた。顎下腺器官培養系に PDGF-AA を10ng/ml の濃度で添加し72時間培養後、分枝した
上皮細胞塊形成数は対照群と比べて約1.4倍に増加していた。さらに BrdU の取り込みを指標とした細胞増殖能を検
索すると、 PDGF-AA 添加群では未添加群と比べて腺房部組織の BrdU 陽性細胞率は1.8倍に上昇していた。ゼラチ




分解酵素である MMF-2や u-PA はマウス胎仔顎下腺の器官形成過程において関与していることが示唆された。また、




るマトリックスメタロプロテアーゼ 2 (MMP-2) やウロキナーゼ型プラスミノーゲンアクチベータ (u-PA) および
細胞成長因子である上皮成長因子 (EGF) や血小板由来増殖因子A ホモダイマー (PDGF-AA) の関与について検討
したものであるo その結果、 MMP-2や u-PA はマウス胎仔顎下腺の器官形成過程に関与していることが明らかとなっ
た。また、 EGF および PDGF-AA は唾液腺組織形成の増殖促進活性を有するのみならず、 EGF は u-PA の活性化
を、また PDGF-AA は MMP-2の活性化を介して器官形成に関与していることが示唆された。
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以上の結果は、唾液腺の発生機構を究明する上で、重要な知見を与えるものである。よって、本研究者は博士(歯学)
の学位を授与するに値する。
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